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ESR1 : Estrogen Receptor 1 
cfDNA: cell free DNA 
ctDNA: circulating tumor DNA 
NGS: New Generation Sequence 
ddPCR: droplet digital PCR 
Mol cov: molecular coverage 
LOD: limit of detection 
PD: Progression Disease 
SD: Stable Disease 
AF-1: activation function-1 
DBD: DNA-binding domain 
LBD: ligand-binding domain 
SNV: Single Nucleotide Variant 
MBC: Metastatic Breast Cancer 
AI: Aromatase Inhibitor 
SERD: Selective Estrogen Receptor Downregulater 





















より ESR1 の増幅、融合遺伝子、ESR1 遺伝子変異および ERBB2 遺伝子変異による
耐性の獲得が報告されている。一方、その簡便さから最近は患者の血液を用いた








意の時点で ctDNA の遺伝子変異について次世代シーケンサー（以下 NGS）を用いて
解析した。さらに検出された遺伝子変異を digital droplet PCR (以下 ddPCR）で検証
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した。結果：末梢血中の無細胞 DNA 濃度 （cfDNA） と ctDNA につき検討した。
cfDNA 濃度は測定可能病変数の中央値以上と以下で検討し有意差は認めなかった
が、転移臓器数と相関していた (p=0.0018)。また腫瘍マーカーでは CEA と相関が見
られた (p=0.0015)。cfDNA 2.6 ng/ml plasma 以上の症例は同値以下の症例と比較し
て無増悪生存期間 （以下 PFS） と全生存期間 （以下 OS） はともに短かった （それ
ぞれ p=0.013 中央値 395.5、95%信頼区間 268-522、 p=0.0043 中央値 3128、95%信
頼区間 1930-3733）。ctDNA の検討では 56 例中 41 例 (73.2%)に遺伝子の変異が認
められた。検出された変異は TP53 が最も多く 29/56 例 (51.7%)、次いでアロマターゼ
阻害剤（AI）の耐性に関連する ESR１遺伝子変異が 9/56 例 (16%)に認められ、9 例
全てがエストラジオール（E２）の ligand binding domain の変異であった。そのうち２症
例では 2 箇所に hot spot 変異を認めた。ESR１遺伝子変異は９例であり、AI 剤既治
療例のみに ESR１遺伝子変異が見られた。ESR1 遺伝子変異は他の遺伝子変異を
伴いやすく、陽性の症例は陰性の症例と比較して PFS が短かった。PIK3CA 遺伝子
変異の症例ではこの傾向は見られなかった。AI 暴露の期間と ESR1 遺伝子変異に
は明らかな相関はなかったが、内分泌療法のライン数が増えると ESR1 遺伝子変異
が多くなっていた。多変量解析では cfDNA 濃度と ESR1 遺伝子変異が PFS に影響
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を与えていた。ddPCR では ESR1、PIK3CA、KRAS の 3 つの遺伝子変異を解析したと
ころ NGS との結果とほぼ同様であった。考察：ホルモン受容体陽性転移または再発
乳癌の cfDNA 濃度、乳癌用遺伝子パネルを用いた ctDNA による遺伝子変異と臨床







































療を開始する （図１）[7] [8] [9]。しかしながら当初内分泌療法に感受性を示した症例で
あってもほぼすべてが最終的には治療抵抗性を獲得する。このような治療過程に伴
う耐性獲得の機序としては、エストロゲン受容体発現の低下[10]、HER2 受容体あるい
は IGF 受容体を介した経路の活性化、PI3K/AKT/mTOR 経路の活性化などが考えら
れていたが[11]、近年行われた転移部組織を使った次世代シークエンサーによる網羅









Schiavon らは術後補助療法としての AI 使用歴よりも転移再発治療としての AI 既治
療例で ESR１変異が多いことを報告している[16]。ESR１遺伝子変異はアロマターゼ阻
害剤や SERD(selective estrogen receptor down regulator)などの内分泌療法既治療
例の約 30％に起こり、内分泌療法への耐性の原因となりうることが報告されている[17] 
[18] [19] [20]。 
肺がん、大腸がんなどでは既に一般臨床において遺伝子変異検査が実施され治療
方針決定の指針として確立している。例えば、肺がんにおいて EGFR （Epidermal 














DNA (ctDNA) での遺伝子変異を評価する Liquid biopsy の研究開発が進められて
いる （図３）[24]。 
ctDNA は腫瘍のアポトーシスやネクローシスにより DNA が血中に放出されたもので
ある[25]。ctDNA の解析方法については様々なものが報告されている[26] [27]。しかし、主









るが、今回我々の用いた OncomineTM Breast cfDNA assay は thermofisher 社が保有








OncomineTM Breast cfDNA assay （図４）という分子バーコード法を用いた乳癌に特化







乳癌の原発巣もしくは生検された転移巣の病理検体を ISH 法で ER もしくは PgR を




がん研究会有明病院乳腺内科にて、2015 年 11 月より 2017 年 9 月までで初診時
に転移のあった症例を含めてホルモン受容体陽性転移または再発乳癌と診断され治
療が開始されている 56 例が登録された。本研究は、がん研究会の医学系研究倫理















採血に加えて７ml  EDTA-2Na tube で２本、計 14 ml を採取した。検体採取後２時間
以内に 2000 g、10 分間 4 ℃の環境下で遠心分離し、血清と buffy coat を採取、その
後 16000 g10 分間 4 ℃で遠心分離し沈殿物を除き DNA 抽出まで-80 ℃の冷凍庫
にて保存した。 
5、DNA 抽出 （図５） 
DNA は MagMAX cell-free DNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 
USA)を使用した。精製された血漿に magnetic beads を混和し cfDNA を結合させる
ように良く振盪、マグネットスタンドに立ててマグネットに吸着されなかった余剰液を廃
棄した。その後に MagMAX™ Cell Free DNA Wash Solution を beads とともに混和、振
盪させてマグネットに吸着し、余剰液を破棄し 80 %エタノールで洗浄し不純物を除外
した。60μl の MagMAX™ Cell Free DNA Elution Solution を加え DNA を溶液に溶解
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させマグネットスタンドにて beads を吸着した。elution 液中に精製された cfDNA を採
取した。抽出した DNA は全症例で Qubit 3.0 fluorometer (Thermo Fisher) を用いて
DNA 濃度を測定した。また純度については Nano Vue (GE Healthcare UK Ltd. 
Amersham Place, Little Chalfont, Buckinghamshire HP7 9NA, England) を用いて
A260/A280 吸光度比で測定した。cfDNA のクオリティチェックは Tape Station® 
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA)を用いて断片サイズが 200 bp 前後であるこ
とを確認した。 
 
6、 ライブラリの作成 （図６） 
次世代シーケンサーによる解析の準備として、Oncomine Breast cfDNA assay 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)を用いてライブラリーを作成した。この
assay は TP53, PIK3CA, ESR1, ERBB2, ERBB3, KRAS, EGFR, AKT, SFB1, FBXW7 の
10 遺伝子の 160 hotspot の変異を検出出来るものである。当該 assay は４〜6bp ほ
どの短い塩基を tag として付与し、PCR エラーを防ぐ手法を用いている。抽出された
cfDNA の濃度を計算し 10 ng を使用し、cfDNA から目的遺伝子を増幅するために 96 
well プレートに分注し cfDNA Library PCR Master Mix 15μl、 cfDNA Panel 2μl、 
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10 ng の cfDNA に Nuclease free water を加えサーマルサイクラーで増幅した。
AgencourtTM AMPureTM XP Reagent を各検体に加え増幅物を beads に吸着させたの
ち、80 %エタノールで洗浄し 24 μl of Low TE buffer にて溶解した。溶解液 23 μl 中
を採取し、各検体を識別するための Tag Sequencing BC (#1-48)、cfDNA Library 
Primer を加え PCR にてターゲットを増幅した。バーコードを付加された検体は
AgencourtTM AMPureTM XP Reagent で精製され、80 %エタノールで洗浄されたのちに
Low TE buffer 28μl 中に溶解された。ライブラリは Ion Library TaqMan® 
Quantitation Kit にて qPCR で定量を行った。定量にて得られた結果を元に cfDNA 濃
度を計算し 10 ng の DNA を用い、Ion ChefTM system にてエマルジョン PCR を行っ
た。NGS 解析（図７）はがん研究所 CPM センターの ION S5 system (Thermo Fisher)
にて行い、Torrent Suite Software Ver 5.2.2 にて解析を行った。Quality チェックは
Target Median Molecular Coverage が 60 ％以上あるものを有効とした。 
 
7 、Digital droplet PCR 
NGS で得られた ESR, PIK3CA、KRAS 遺伝子変異の結果を検証するために残余検
体が採取可能な検体において 10 ng の DNA を用い digital PCR を行った。デバイス
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は QX200 Droplet Digital PCR system （Bio-Rad, CA USA） を使用した。ESR1  
Y537/538 の検出には LBx® Probe ESR1 Multi を使用し、PIK3CA E545 と H1047L の
検出には LBx® Probe PIK3CA  (Riken Genesis, Tokyo, Japan) を使用した。KRAS  
G12D の検出には Thermo fisher probe を使用した。PCR は血漿１ml あたりのコピー




PFS は起点日を一次治療開始日とし Progression Disease と診断された日、もしくは
最終受診日までと規定した。OS は一次治療開始日から死亡日もしくは最終受診日ま









例を Progression Disease (PD)、増大が 20 %以内の症例を Stable Disease (SD）とし







2015 年 11 月より 2017 年 9 月までがん研究会有明病院 乳腺内科に通院中の転移
もしくは再発乳癌症例のうち、同意を得られた 56 例が登録された。患者背景は表１
に示す。症例は全例女性で 48 歳から 92 歳、年齢中央値は 64 歳であった。初診時
に転移乳癌と診断された症例は 10 例 (17.6%) であった。術後 24 ヶ月以内に再発を
来したのは残りの 46 例中４例 (8.7%) であった。再発時の月経状態は閉経前 23 例
(41.1%) 閉経後 33 例 (58.9%)であった。検体採取時点での内分泌療法の治療歴は治
療歴なし 5 例( 8.9%)、1 レジメン 10 例 (17.9%)、2 レジメン 19 例 (33.9%)、３レジメン以
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上は 22 例 （39.2%）であり、39 例 (69.6%)が転移または再発乳癌の治療としてアロマ
ターゼ阻害剤の治療歴を有していた。内臓転移を有していたのは 40 例 (78.6%)であ
り、転移臓器数については１臓器 9 例 (16%)、2 臓器 (26.8%)、3 臓器 31 例 （55.2%）
であり、半数以上の症例で 3 臓器以上の転移巣を有していた。内蔵転移はなく、骨転
移、リンパ節転移のみの症例は 16 例 (28.6%)であった。採血タイミングは PD 症例 23
例 （41%）、SD 症例 (59%)であった。採血後の CDK4/6 阻害剤使用症例は 15 例
(26.8%)、化学療法使用症例は 35 例 (62.5%)であった。追跡中央期間は 16 ヶ月であ
った （表１）。 
 
2、 cfDNA 濃度と臨床学的特徴 
56 例から 56 検体が採取された。採取した 14 ml の血液検体から得られた平均の血
漿量は 7.25 ml であった。平均の cfDNA 濃度は 16.85 ng/ml plasma (1.22 -194 
ng/ml)であった。内臓転移の有無においては cfDNA 濃度に有意な差は認められな
かった （t 検定 p=0.16）(図 8A)。画像診断による測定可能病変をもつ症例にて転移
巣の中央値 4.5cm で比較したところ、cfDNA 濃度には有意な差は認められなかった
が、転移巣が大きいほど cfDNA 濃度が高くなる傾向が見られた (p=0.77)(図 8B)。さ
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らに転移臓器数で検討したところ、転移臓器数と cfDNA 濃度に相関が見られた 
（p=0.0018）(図 8C)。転移臓器数３以上の症例にて SD 症例よりも PD 症例の方が高
い結果となり、転移臓器数が多くても SD 症例では cfDNA 濃度は低い結果となった
（p=0.05）（図 8D）。腫瘍マーカーである CEA、CA15-3 で検討したところ、CEA におい
て cfDNA 濃度との相関が見られた （それぞれ p=0.0015, p=0.17）（図 8E）。さらに腫
瘍マーカーの変化率と cfDNA 量とで検討したところ CEA、CA15-3 共に相関がみら
れ （それぞれ r2=0.27,p=0.001、r2=0.40,p=0.001）マーカーが上昇するにつれ cfDNA 量
が多くなる結果となった。cfDNA 濃度と予後との関連においては cfDNA 濃度が 2.6 
ng/ml plasma 以上では 2.6 ng/ml 以下の症例と比較して PFS、OS ともに相関があっ
た （それぞれ p=0.013 中央値 395.5、95%信頼区間 268-522、 p=0.0043 中央値
3128、 95%信頼区間 1930-3733）(図 8G,H)。 
 
3、  ctDNA 遺伝子変異の解析 
今回使用した遺伝子パネルにて 56 例中 41 例 (73.2%)で ctDNA の遺伝子変異を検
出した。検出された変異数は 68 (表 4)、変異の平均は１症例につき 1.65 (0-10)であ
った (図 9A)。NGS での overall depth 中央値は 49648 X (18520-73023)で分子バー
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コードを付加した molecular depth 中央値は 2444 X (1078-4397)、検出限界 （limit of 
detection）は 0.15 であった （図 9B 表３）。それぞれの変異については TP53  29/56
例 (51.7%)、PIK3CA   17/56 例 (30.3%)、 KRAS  9/56 例 (16%)、ESR1  9/56 例 
(16%)、 AKT  2/56 例 (3.5%)、FBXW7  1/56 例 (1.7%)、ERBB3   1/56 例 (1.7%)、
SFB1 ０/56 例、ERBB2 0/56 例、EGFR 0/56 例であった。そのうちアロマターゼ阻害
剤の既治療例 39 例では PIK３CA の変異は 12 例に見られた。ESR１遺伝子変異は 9
例であり、アロマターゼ阻害剤既治療例のみに ESR１遺伝子変異が見られた。これ
は Lefebvre らのホルモン受容体転移または再発のデータとほぼ同じ頻度であったが
[28]、TP53、KRAS においては本研究のデータの方が高い結果となった （図 9C）。変
異頻度は PIK３CA が最も高く 2.9%であり、ついで TP53 1.7% ESR1 1.2%であった。
ESR1 遺伝子変異は hotspot でのみ検出され、そのすべてが ligand binding domain 
(LBD)に存在していた (図 9D)。アロマターゼ阻害剤既治療例は 42 例であったが、そ
の内転移または再発乳癌の治療として使用されたのは 39 例であり、この内 8 例で
ESR1 遺伝子の変異が認められた （17.9%）。一方、術後補助療法としてのみアロマタ
ーゼ阻害剤を使用し、転移または再発してからは使用していない 1 例において ESR1
遺伝子の変異が認められた （図 9D）。ESR1 遺伝子の変異は全て ligand binding 
 
 20 
domain の hotspot に認められ、２症例では２箇所の変異を、残りの７症例では変異
は一つのみであった。Hot spot の場所は Y537S (5/9, 55.5%)、D538G (2/9, 22.2%)、
E380Q (3/9, 33.3%)であった。ESR1 遺伝子変異のあった症例では全てアロマターゼ
阻害剤の治療歴を有していた。薬剤の暴露期間と ESR1 遺伝子変異には関連性が
なかったが （p=0.493）(図 10A)、内分泌療法のライン数とは相関していた （p=0.012）
(図 10B）。ESR1 遺伝子変異がある症例では有意に他の遺伝子も変異を有していた
（図 10C）。ESR1 遺伝子変異を有している症例では変異のない症例と比較して有意
に PFS が短い結果となっていたが、PIK3CA では差がなく、ESR1 が予後予測因子と
なる可能性が示唆された （図 11AB）。多変量解析では ctDNA 濃度と ESR１遺伝子
変異の存在が PFS に寄与していた （それぞれ p=0.006, p=0.027）(表２) 
 
4、 digital PCR での解析結果 
NGS にて得られた結果をもとに、特に ESR1 遺伝子変異が陽性であった症例と既存
のデータベースよりも頻度が高い結果となった KRAS 遺伝子変異について、残余検
体がある症例で droplet digital PCR で validation を行った。Br06 の症例では ESR1
遺伝子の NGS によるアレル頻度が 14.5 %、ddPCR は 17.56 %であり、Br23 では
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12.6 %と 16.7 %であり、Br40 は次世代シーケンサーにて Y537,Y538 の変異を認めた
ため２箇所の変異を検出出来るプローベを用いて検証したところ、ほぼ同頻度で検出
することが出来た （図 12）。アレル頻度の少ない Br30 においても、NGS と ddPCR で
はほぼ同様の頻度で検出された （図 12 右下）。NGS にて ESR1 遺伝子の変異が検
出出来なかった症例においては、残余検体が少なく、ddPCR で検証し直すことが出
来なかった。また、KRAS 遺伝子変異においてもコピー数は少ないものの、NGS と
ddPCR では同様の結果を得ることが出来 (図 13)、今回使用したパネルの検出につ
いては妥当性があると考えられた。KRAS、ESR１、PIK３CA 遺伝子の NGS と ddPCR
は R２＝0.92 で高い一致率を得ることが出来た (図 1)。 
 
Ⅵ、考察 
この研究の目的は NGS での遺伝子パネルを用いた ultradeep target resequence を
用いて ctDNA の有用性につき検討することであった。ctDNA の検出には whole 
genome sequence、target re-sequence[29]、BEAMing[30]、ddPCR[31, 32]による方法など
が報告されている。これらの方法にはそれぞれ利点と欠点があるが[33]、分子バーコ
ードを用いた NGS は PCR エラーによる読み取りのミスを減少させ、検出感度を上昇
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させる[34]。今回の検討では OncomineTM Breast cfDNA assay という分子バーコードを
用いた乳癌に特化した遺伝子パネルでホルモン陽性の転移もしくは再発乳癌の頻度
の高い 10 遺伝子について検討した。図２B に示すように今回の結果では overall 
depth 中央値が 49648 X、分子バーコードをつけた molecular depth 中央値は 2444 X
で平均検出限界は 0.15 であり 3000 コピーの野生対立遺伝子に対して 2 コピーの突
然対立遺伝子が検出出来る計算となる。既報では 1 ml 血漿中の cfDNA 平均値は
5400 コピーであり[34]、今回の研究での平均血漿量が 7.25ml であることより、当該パ
ネルではレアな変異バリアントを検出できることが検証出来た。これまで ctDNA 研究
に最も多く用いられてきた ddPCR の検出感度は 0.1%とされているが[35]、一度に解析
できるのは一つの遺伝子の 1 もしくは２hotspot のみとなる。今回のパネルでは、総
数は少ないものの一度に 10 の乳癌に関連する遺伝子を解析し、ddPCR とほぼ同等
の検出感度を得られることが出来た。これにより、ctDNA の変異遺伝子解析におい
ては遺伝子パネルが主に用いられるようになる可能性がある。 






と考えられる。しかし、転移臓器数が多くても SD 症例では cfDNA 濃度が低いことが
示され、また腫瘍マーカーの変化率とも相関していたことから、転移臓器が多く、









細胞変異は cell cycle、アポトーシス、DNA 修復に関連し、乳癌においては進行度が
上がるにつれて変異が上昇する[41, 42]。既報では TP53 の乳癌における体細胞変異の






[44] 。今回の検討においても PIK３CA 変異の有無による PFS の差は見られなかっ
た。 
ホルモン受容体陽性転移もしくは再発乳癌の約 30 %に ESR1 遺伝子変異が見られ、
アロマターゼ阻害剤への耐性や予後への影響などが報告されている[19] [45]。ESR１は
activation function domain、DNA binding domain、Hinge 領域、LBD で構成されエスト
ロゲンが LBD に結合することで構造変化を起こし転写が活性化される。ESR１遺伝
子変異は LBD のホットスポットに約 74%の変異が集中していることが知られており[18] 
[19] [20] [46]、エストロゲンの存在に関わらず構造変化を起こし転写を促進する。今回の
検討において変異は 16%で LBD の hotspot に認められたが、ホルモン陽性転移乳




























変異の変異アレルは 2-4 であったが （表３）、デジタル PCR でも検出できたことよ
り、今後 deep sequence 法により KRAS 遺伝子の頻度が変わる可能性がある。 
ctDNA と腫瘍 DNA での一致率は 50-88%とされ[49] [50]、乳癌領域ではまだ ctDNA で
の臨床応用はされていないが、現在患者の ctDNA 変異により治療法法を選択する
basket trial や治療中の ctDNA 遺伝子変化を追跡する試験などが進行している。
2019 年のサンアントニオ乳癌シンポジウムにおいて plasma MATCH 試験という進行
乳癌の ctDNA での遺伝子変異により治療を選択する phase2 試験の結果が発表さ
れた。当該試験では ctDNA での HER２変異に対する neratinib と AKT１変異に対す
る capivasertib の有効性が示され、ctDNA での遺伝子変異の検討が有用であった。
この研究では Gardant 360 という遺伝子パネルが用いられたが、このパネルは現在







これまで ctDNA での遺伝子変異検索の検討は ddPCR での報告が多く、近年になり
NGS での報告が増えてきている。日本における分子バーコードを用いた NGS での報
告は増永ら[34]によりされているがパネルではなく、ESR１遺伝子のみを対象としてい








可能性も考えられる。2017 年 12 月に CDK4/6 阻害剤が保険収載され、がん研有明
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図１: 転移再発乳癌の治療戦略（NCCN ガイドライン Ver3, 2019 を改変） 
図２: 原発巣と転移巣の subtype の乖離 
図３: 組織生検と liquid biopsy の特長 
図４: OncomineTM Breast cfDNA assay 遺伝子リスト 
図 5: DNA 抽出方法模式図 
図６: ライブラリー作成手順 
図 7: NGS workflow 
図 8: cfDNA 量と臨床的因子の相関 
A)  内蔵転移の有無と cfDNA 量 
B)   測定可能病変の腫瘍径と cfDNA 量 
C） 転移臓器数と cfDNA 量 
D)   検体採取タイミングと cfDNA 量 
E） 腫瘍マーカーと cfDNA 量の相関 
F)   前回採血日からの腫瘍マーカーの変化率と cfDNA 量との相関 
G)   cfDNA 量と無増悪生存期間 
H)   cfDNA 量と全生存期間 
 
図 9: 変異スペクトラム 
A） 各症例の遺伝子変異と頻度 
41 例/56 例 （73.2 %）で ctDNA 遺伝子変異を検出した。 
変異の総数は 68 箇所であった。 
B） Ultradeep sequence により得られた深度 
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Total coverage depth: 読まれた全てのリード数 
Molecular coverage depth: 分子バーコードが付与され読まれたたリード数 
C） 当院と既報とのデータ比較  
Mutational profiles of MBC（転移組織のデータ）[28]と今検討での比較 
 
D） ESR１遺伝子変異の hotspot 
 
図 10: ESR１遺伝子変異との関連  
A） 治療ラインと ESR１遺伝子変異 
B） アロマターゼ阻害剤暴露期間と ESR１遺伝子変異  
C） ESR１遺伝子変異と他の遺伝子変異との関連 
 
図 11: 遺伝子変異の有無と PFS の関連 
A） ESR１変異の有無による PFS 
B） PIK3CA 変異の有無による PFS 
 
図 12: NGS と ddPCR とのアレル頻度の比較 
右上、左上）ESR1 Y537 の probe を使用 
左下）NGS にて二つの変異が検出されたため、対応した multi probe を使用 
右下)  NGS での少量アレル頻度に対する ddPCR での検討 
 
図 13: ddPCR による KRAS 遺伝子変異の検証 
 









































































































OncomineTM Breast cfDNA assay 遺伝子リスト 
AKT１ EGFR ERBB2 ERBB3 ESR1 








組織生検 Liquid Biopsy 
手技 高侵襲、反復困難  低侵襲、連続採取可能  
特性 組織の一部分の情報のみ 体内腫瘍全体を反映出来る 
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図 13: ddPCR による KRAS 遺伝子変異の検証 
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ID Gene ID Allele 
Name 











Br01 ESR1 --- ESR1_chr6_152419923 52109 3923 9 0.23 0.05 
Br01 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 40346 1975 4 0.2 0.1 
Br02 TP53 --- TP53_chr17_7578479 61152 2007 2 0.1 0.1 
Br02 TP53 p.C141R TP53_chr17_7578479 61040 2007 2 0.1 0.1 
Br03 TP53 p.E285K TP53_chr17_7577118 60690 2423 2 0.08 0.1 
Br04 PIK3CA p.H1047R PIK3CA_SP_28.120542 42414 2689 96 3.57 0.1 
Br06 PIK3CA p.H1047R PIK3CA_SP_28.120542 29735 2131 428 20.08 0.15 
ID Gene ID Allele
Name










Br01 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 40346 1975 4 0.2 0.1
Br51 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 35015 1364 2 0.15 0.15
Br53 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 31281 1094 2 0.18 0.15
Br57 KRAS p.G12V KRAS_SP_5.288759 37471 1867 2 0.11 0.1
Br62 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 37168 2322 2 0.09 0.1
Br64 KRAS p.G12V KRAS_SP_5.288759 38551 2510 3 0.12 0.1
Br70 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 36614 2116 2 0.09 0.1
Br78 KRAS p.G12R KRAS_SP_5.288759 13271 1305 3 0.23 0.15
Br92 KRAS --- KRAS_SP_5.288759 22852 1356 3 0.22 0.15
 
 50 
Br06 ESR1 p.Y537S ESR1_chr6_152419923 36531 2922 426 14.58 0.1 
Br13 TP53 p.R273C TP53_chr17_7577118 50570 2356 2 0.08 0.1 
Br23 PIK3CA p.E545K PIK3CA_SP_27.58329 58891 3211 587 18.28 0.05 
Br23 PIK3CA p.E726K PIK3CA_chr3_178938934 71396 3408 585 17.17 0.05 
Br23 ESR1 --- ESR1_chr6_152332832 64527 3469 5 0.14 0.05 
Br23 ESR1 p.E380Q ESR1_chr6_152332832 64527 3469 5 0.14 0.05 
Br23 ESR1 p.Y537S ESR1_chr6_152419923 38294 3168 399 12.59 0.05 
Br23 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 35186 2259 2 0.09 0.1 
Br23 TP53 p.G266E TP53_chr17_7577118 78438 2641 2 0.08 0.1 
Br23 TP53 p.R249S TP53_chr17_7577547 56676 2138 3 0.14 0.1 
Br23 TP53 p.R213L TP53_chr17_7578211 53021 3233 4 0.12 0.05 
Br23 TP53 --- TP53_chr17_7578268 60221 3337 3 0.09 0.05 
Br24 TP53 --- TP53_chr17_7578268 41368 1888 49 2.6 0.1 
Br25 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 25918 1174 2 0.17 0.15 
Br25 TP53 p.K132E TP53_chr17_7578479 49441 1861 2 0.11 0.1 
Br27 PIK3CA p.E545K PIK3CA_SP_27.58329 77924 4041 2733 67.63 0.05 
Br28 TP53 p.R248W TP53_chr17_7577547 39695 1145 13 1.14 0.15 
Br30 ESR1 p.Y537S ESR1_chr6_152419923 35463 2334 9 0.39 0.1 
Br30 TP53 --- TP53_chr17_7577118 54012 1564 2 0.13 0.1 
Br31 PIK3CA p.H1047R PIK3CA_SP_28.120542 50765 2463 26 1.06 0.15 
Br31 TP53 p.I195T TP53_chr17_7578268 59474 3143 64 2.04 0.1 
Br39 PIK3CA p.H1047R PIK3CA_SP_28.120542 45243 2320 16 0.69 0.15 
Br40 PIK3CA p.Q546P PIK3CA_SP_27.58329 51846 2585 503 19.46 0.1 
Br40 ESR1 p.Y537S ESR1_chr6_152419923 38192 2695 30 1.11 0.1 
Br40 ESR1 p.D538G ESR1_chr6_152419923 38259 2694 383 14.22 0.1 
Br43 TP53 p.V157F TP53_chr17_7578479 60212 2261 35 1.55 0.15 
Br44 PIK3CA p.E545K PIK3CA_SP_27.58329 53729 2628 207 7.88 0.1 
Br47 AKT1 p.E17K AKT1_chr14_105246551 24901 1662 1075 64.68 0.2 
Br50 PIK3CA p.E545K PIK3CA_SP_27.58329 62658 3608 7 0.19 0.05 
Br50 TP53 p.R213Q TP53_chr17_7578211 58530 3658 2 0.05 0.05 
Br50 TP53 p.H179Y TP53_chr17_7578403 52198 3701 2 0.05 0.05 
Br51 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 35015 1364 2 0.15 0.15 
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Br51 TP53 --- TP53_chr17_7578211 52054 2129 62 2.91 0.1 
Br53 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 31281 1094 2 0.18 0.15 
Br54 PIK3CA p.N345K PIK3CA_chr3_178921553 61699 2134 2 0.09 0.1 
Br55 PIK3CA p.E545K PIK3CA_SP_27.58329 56816 3634 380 10.46 0.05 
Br55 TP53 p.E286K TP53_chr17_7577118 62465 2600 2 0.08 0.1 
Br56 TP53 p.G266E TP53_chr17_7577118 70362 2510 2 0.08 0.1 
Br56 TP53 p.R175H TP53_chr17_7578403 62185 3755 2 0.05 0.05 
Br57 KRAS p.G12V KRAS_SP_5.288759 37471 1867 2 0.11 0.1 
Br57 TP53 p.R213Q TP53_chr17_7578211 60175 3408 2 0.06 0.05 
Br57 TP53 p.R175L TP53_chr17_7578403 61989 3637 2 0.05 0.05 
Br59 PIK3CA p.E453K PIK3CA_chr3_178928079 32564 1995 31 1.55 0.1 
Br59 PIK3CA p.E542K PIK3CA_SP_27.58329 60946 2432 3 0.12 0.1 
Br59 PIK3CA p.E545K PIK3CA_SP_27.58329 60609 2432 11 0.45 0.1 
Br59 PIK3CA --- PIK3CA_SP_28.120542 49003 2014 2 0.1 0.1 
Br59 FBXW7 p.S582L FBXW7_chr4_153245446 75983 1588 2 0.13 0.1 
Br59 ERBB3 --- ERBB3_chr12_56482607 54330 2088 2 0.1 0.1 
Br59 TP53 p.G266E TP53_chr17_7577118 71178 1820 3 0.16 0.1 
Br59 TP53 p.R158L TP53_chr17_7578479 65148 1851 2 0.11 0.1 
Br60 TP53 --- TP53_chr17_7578268 31309 1148 2 0.17 0.15 
Br62 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 37168 2322 2 0.09 0.1 
Br62 TP53 p.Y220C TP53_chr17_7578211 55181 3269 2 0.06 0.05 
Br62 TP53 p.R175H TP53_chr17_7578403 58141 3467 3 0.09 0.05 
Br63 ESR1 p.E380Q ESR1_chr6_152332832 79454 4608 14 0.3 0.05 
Br63 AKT1 p.E17K AKT1_chr14_105246551 50488 3116 47 1.51 0.05 
Br63 TP53 p.P190L TP53_chr17_7578268 69445 3131 18 0.57 0.05 
Br64 KRAS p.G12V KRAS_SP_5.288759 38551 2510 3 0.12 0.1 
Br64 TP53 p.R248Q TP53_chr17_7577547 58591 2481 2 0.08 0.1 
Br64 TP53 p.V216M TP53_chr17_7578211 54822 3645 4 0.11 0.05 
Br64 TP53 --- TP53_chr17_7578479 76235 3218 2 0.06 0.05 
Br66 PIK3CA --- PIK3CA_SP_28.120542 50245 2724 2 0.07 0.1 
Br68 TP53 --- TP53_chr17_7578211 55275 2834 2 0.07 0.1 
Br69 ESR1 p.V392I ESR1_chr6_152332832 66616 4013 4 0.1 0.05 
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Br69 TP53 --- TP53_chr17_7578268 73399 3210 2 0.06 0.05 
Br70 PIK3CA p.E545G PIK3CA_SP_27.58329 57252 2834 2 0.07 0.1 
Br70 PIK3CA p.E726K PIK3CA_chr3_178938934 78690 3332 7 0.21 0.05 
Br70 ESR1 p.E380Q ESR1_chr6_152332832 71293 3983 11 0.28 0.05 
Br70 KRAS p.G12D KRAS_SP_5.288759 36614 2116 2 0.09 0.1 
Br70 TP53 p.Y220C TP53_chr17_7578211 59640 3149 3 0.1 0.05 
Br70 TP53 --- TP53_chr17_7578268 68943 3435 2 0.06 0.05 
Br74 TP53 --- TP53_chr17_7578211 62063 2543 2 0.08 0.1 
Br75 FBXW7 --- FBXW7_chr4_153245446 57875 1572 2 0.13 0.1 
Br75 TP53 --- TP53_chr17_7578211 59105 2213 2 0.09 0.1 
Br75 TP53 --- TP53_chr17_7578479 54596 1730 2 0.12 0.1 
Br76 TP53 p.R249M TP53_chr17_7577547 56829 1893 2 0.11 0.1 
Br77 PIK3CA p.H1047R PIK3CA_SP_28.120542 55992 2473 2 0.08 0.1 
Br77 TP53 --- TP53_chr17_7578479 71466 2443 1229 50.31 0.1 
Br78 PIK3CA p.H1047R PIK3CA_SP_28.120542 19834 2045 165 8.07 0.1 
Br78 ESR1 p.Y537S ESR1_chr6_152419923 21771 2609 187 7.17 0.1 
Br78 KRAS p.G12R KRAS_SP_5.288759 13271 1305 3 0.23 0.15 
Br78 TP53 --- TP53_chr17_7578211 21551 2157 4 0.19 0.1 
Br78 TP53 p.H193R TP53_chr17_7578268 19731 2166 2 0.09 0.1 
Br79 TP53 --- TP53_chr17_7578268 68812 2792 3 0.11 0.1 
Br80 ESR1 p.D538G ESR1_chr6_152419923 31106 3277 24 0.73 0.05 
Br83 TP53 p.C275Y TP53_chr17_7577118 49122 3027 3 0.1 0.05 
Br84 TP53 p.V216M TP53_chr17_7578211 50736 5003 4 0.08 0.05 
Br86 TP53 p.Y220H TP53_chr17_7578211 34102 1543 5 0.32 0.1 
Br86 TP53 p.H179R TP53_chr17_7578403 42878 2458 3 0.12 0.1 
Br87 TP53 --- TP53_chr17_7578211 34792 1992 2 0.1 0.1 
Br88 TP53 --- TP53_chr17_7578211 29601 1835 3 0.16 0.1 
Br88 TP53 p.R175H TP53_chr17_7578403 27681 2232 44 1.97 0.1 
Br92 KRAS --- KRAS_SP_5.288759 22852 1356 3 0.22 0.15 
Br93 PIK3CA p.H1047R PIK3CA_SP_28.120542 24865 1890 4 0.21 0.1 
Br94 TP53 p.R273H TP53_chr17_7577118 24077 1366 2 0.15 0.15 
 
 
